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Enzymdiagnostik bei Patienten mit Hyperlipoproteinämie: Beseitigung von Plasmatrübungen durch
selektive Polyanionenpräzipitation von Plasma-Lipoproteinen.
' |
Von /. Lambrecht und D. Seidel
Klin.-Chem. Laboratorium der Med. Univ.-Klinik Heidelberg
(Eingegangen am 2. Februar 1974)
Es wird über eine einfache Methode berichtet, die es gestattet, Enzymaktivitätsbestimmungen an trüben Plasmen von Patienten mit
Hyperlipoproteinämie zuverlässig durchzuführen.
An 30 klaren Plasmen unterschiedlicher Enzymaktivitäten wurden vor und nach Lipoproteinpräzipitation durch Zusetzen eines
Heparin-MgCb-Gemischs folgende Enzyme untersucht: Aspartat-Aminotransferase (EC 2.6.1.1), Alanin-Ammotransferase (EC
2.6.1.2), -Glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.1), alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1), Leucinaminopeptidase (EC 3.4.1.1),
Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27), Creatinkinase (EC 2.7.3.2), saure Phosphatase (EC 3.1.3.2) und o-Amylase (EC 3.2-1.1). Nur bei
der sauren Phosphatase und der -Amylase kam es zu einer erheblichen inkonstanten Inaktivierung durch die Präzipitation. Alle übri-
gen Enzymaktivitäten zeigten praktisch keine Veränderungen.
Um in einem Modellversuch den Einfluß hoher Lipoproteinkonzentratiönen zu klären, wurden außerdem bei 15 der 30 Plasmen
in weiteren Ansätzen gereinigte VLDL1) zugesetzt. Auch hierbei ergab die Bestimmung aller getesteten Enzymaktivitäten nach
Lipoproteinpräzipitation zuverlässige Resultate.
A simple method for the determination of enzyme activities in turbid plasma of patients with hyperlipoproteinemia
This study presents for the first time a simple technique which allows enzyme determinations after the removal of very low density
lipoproteins (VLDL d < 1.006 g/ml) from the turbid plasma by precipitation with polyanionie compounds (MgCh-Na-Heparinate
mixture).
Using 30 non-turbid plasma samples of different enzyme activities alanine aminotransferase (2.6.1.2), aspartate aminotransferase
(2.6.1.1), 7-glutamyi transpeptidase (2.3.2.1), lactate dehydrogenase (1.1.1.27), alkaline phosphatase (3.1.3.1), leucine aminopep-
tidase (3.4.1.1), creatine kinase (2.7.3.2), acid phosphatase (3.1.3.2), and a-amylase (3.2.1.1) were determined before and after
precipitation with polyanionic compounds. Only in the case of acid phosphatase and a-amylase, did the precipitation technique
show a significant influence on the enzyme activity, while all other enzymes showed almost identical activities before and after pre^
cipitation.
In order to study the effect of high lipoprotein concentrations in the plasma, purified VLDL1) were added in various amounts to
15 plasma samples of known enzyme activity. Under these conditions also, the determinations of all of the investigated enzyme
activities gave reliable results.
Plasmatrübungen sind in der Regel durch erhöhte Kon-
zentrationen von triglyceridreichen Lipoproteinen be-
dingt. Es handelt sich hierbei um Lipoproteine der
Dichteklasse d < l,006g/ml, die sogenannten „very low
density"-Lipoproteine (VLDL). Bei verschiedenen For-
men von primären und sekundären Hyperlipoproteinä-
mien findet sich eine Erhöhung der VLDL im engeren
Sinne, die nach ihrer elektrophoretischen Wanderungs-
geschwindigkeit auch als prä-0-Lipoproteine bezeichnet
werden. Eine Chylomikronämie kann hinzukommen
(Übersicht siehe bei Fredrickson et al (1)). In diesen
Fällen können photometrische Untersuchungen, insbe-
sondere Enzymbestimmungen, empfindlich gestört oder
ganz unmöglich sein. Das gilt vor allem dann, wenn im
kurzwelligen Bereich gemessen wird. Gerade Erkrankun-
gen, die wichtige Domänen der Enzymdiagnostik dar-
stellen, wie z. B. der Herzinfarkt oder Lebererkrankun-
gen, sind häufig mit Hyperlipoproteinämien kombiniert.
Es ist daher von besonderem Interesse, auch in solchen
Fällen Enzymbestimmungen durchführen zu können.«
*) VLDL = Very low density lipoproteins
Bereits 1955 hat Bernfeld (2) Verfahren angegeben,
Plasma-Lipoproteine mit Hilfe von Polyanionen selektiv
zu präzipieren. Diese Methodik wurde in den folgenden
Jahren von Burstein et al (3) weiter ausgebaut. Ziel un-
serer Untersuchungen war es, eine für VLDL spezifische
Präzipitationsmethode zu entwickeln, die es gestattet,
auch an trüben Plasmen nach vorheriger Klärung eine





Liquemin-Ampullen, 500 IE./ml, Hoffmann-La Roche, Grenzach
oder Heparin, 50 g/l, der Fa. Serva, Heidelberg.
MgCl2-Lösung, 2 mol/1 (Fa. Merck, Darmstadt)
Untersuchungsmaterial
Jedes Enzym wurde an 30 klaren Plasmen verschiedener Enzym-
aktivität eines unausgewählten Krankengutes von ambulanten
und stationären Patienten der Med. Univ.-Klinik Heidelberg ge-
testet (Blutentnahme in Ammonium-Heparinat-Röhrchen der
Fa. Sarstedt, Nümbrecht).
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Enzymbestimmungen
Es winden die folgenden Enzymaktivitäten untersucht:Die o-
Amylase wurde mit dem Phadebas-Amylase-Test der Fa. Phar-
macia, Uppsala/Schweden und die alkalische Phosphatase mit
Merckotest (Fa. Merck, Darmstadt), alle übrigen Enzyme mit
Biochemica-Test-Sets der Fa. Boehringer, Mannheim bestimmt.
Außer bei der Leueinaminopeptidase erfolgten die Messungen
mit „optimierten" Testansätzen nach den Empfehlungen der
Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie.
Die Messungen der Aspartat- und Alanin-Aminotransferase, Lac-
tatdehydrogenase und alkalischen Phosphatase wurden am Reac-
tion-Rate-Analyser 8600 der Fa. LKB, Lochham bei 25° C vor-
genommen. Die übrigen Enzyme wurden am Spektrallinienphoto-
meter der Fa. Eppendorf, Hamburg mit Kompensationsschreiber
und Küvet ten Wechselautomatik bestimmt. Die Bewertung der
-Amylase erfolgte als Endwertmessung gegen einen Leerwert
nach einer 15-minütigen Inkubation bei 37° C im Wasserbad.
Glucose-Bestimmung
Die Messungen der Plasma-Glucose wurden am Glucose-Analyzer
der Fa. Beckman Instruments, München mit Reagenzien der Fa.
Boehringer, Mannheim durchgeführt.
Präzipitationstechnik
1. Dem Plasma wurden 10 Vol % einer Mischung von gleichen
Teilen Heparinlösung und 2 mol/1 MgCla-Lösung zugesetzt.
2. Nach kurzem Durchmischen und 5-minütigem Stehen bei
Raumtemperatur wurde 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert.
3. Die an der Oberfläche abgesetzten Lipoproteinpräzipitate
wurden durch Filtration entfernt.
4. An dem Filtrat wurden die Enzymaktivitäten in üblicher
Weise bestimmt. Die gefundene Aktivität wurde mit dem Ver-
dünnungsfaktor 1,1 multipliziert.
VLDL-Präparation
Zur Gewinnung von VLDL wurden trübe Plasmen (Triglycerid-
Konzentrationsbereich von 6,85-15,72g/l) von Blutspendern
bei der Dichte d < l,006g/ml in einer Ultrazentrifuge der Fa.
Beckman Instruments, München (Modell Spinco L2 65 B, Rotor
Ti 60) 24h bei 200.000$ und 4° C zentrifugiert. Die im Über-
stand enthaltenen VLDL wurden durch eine Schneidetechnik
gewonnen und ausgiebig (etwa 24h bei 4° C) unter mehrfachem
Wechsel der Dialyselösung gegen eine Pufferlösung der folgenden
Zusammensetzung dialysiert: l mmol/lTris, pH 7,6; 0,15 mmol/1
NaCl; 1,7 mmol/1 EDTA. An der so gewonnenen VLDL-Fraktion
wurde der Triglyceridgehalt mit der Methode nach Eggstein und
Kreutz (4) (Reagenzein der Fa. Boehringer, Mannheim) bestimmt
und die Fraktion durch Einengen (Amicon-Filter) auf einen Tri-
glyceridgehalt von 25 g/l eingestellt. Diese VLDL-Suspension
wurde dann auf Reinheit bezüglich der zu untersuchenden En-
zyme getestet und, sofern keine Enzymaktivität nachweisbar
war, als VLDL-StammlÖsung im weiteren Untersuchungsgang
verwendet.
Behandlung der Plasmen
Zunächst wurde an jeweils 30 Plasmen die Enzymaktivität vor
und nach Hepann-MgCl2-Präzipitation bestimmt.
Bei 15 dieser Plasmen wurden in zwei weiteren Parallelansätzen
die präparierten VLDL wie folgt zugesetzt:
VLDL-Ansatz l: 0,9ml Plasma + 0,1 ml VLDL-Stammlösung
= 2,50g/l zugesetzte Triglyceride im Ansatz.
VLDL-Ansatz 2: 0,6ml Plasma + 0,4ml VLDL-Stammlösung
= 10,0 g/l zugesetzte Triglyceride im Ansatz.
Nach Durchmischen und 60min Stehenlassen bei Raumtempe-
ratur wurden diese Ansätze weitcrbehandelt wie unter „Präzipi-
tationstechnik" und „Enzymbestimmungen" beschrieben. Bei
der Berechnung der Ausgangsaktivität wurden die Verdünnungs-
faktorcn 11/9 bzw. 11/6 entsprechend berücksichtigt.
Ergebnisse und Diskussion
Um den Einfluß der Polyanionenpräzipitation auf die
verschiedenen Enzymaktivitäten zu untersuchen, wurden
30 klare Plasmen mit der angegebenen Präzipitationstech-
nik behandelt. Sofort nach Zusetzen des Heparin-MgC^-
Gemischs kam es, bedingt durch die Ausfällung von Lipo-
proteinen, zu einer homogenen Trübung im Ansatz. Nach
unserer Erfahrung reicht 5-minütiges Stehen des Ansat-
zes nach Zugabe der Präzipitationslösung aus, um auch
stark lipämisches Plasma vollständig zu klären. Das Prä-
zipitat wurde wie in der Methodik angegeben eliminiert
und die jeweilige Enzymaktivität am klaren Filtrat sowie
parallel dazu im unbehandelten Plasma bestimmt.
Die statistische Auswertung dieser Ergebnisse ist in
Tabelle l zusammengefaßt. Bei 7 der 9 untersuchten
Tab. 1. Plasma-Enzymaktivitäten vor und nach Heparin-MgCla-Präzipitation
5f = Mittelwerte der Enzymaktivitäten in U/l vor Heparin-MgCl2-Präzipitation
y = Mittelwerte der Enzymaktivitäten in U/l nach Haparin-MgC^-Präzipitation
N - Anzahl der untersuchten Plasmen
r = Korrelationskoeffizient
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Tab. 2. Plasma-Enzymaktivitäten ohne Behandlung und nach Heparin-MgCl2-Präzipitation ohne und mit VLDL-Zugabe
= Mittelwerte der Enzymaktivitäten in U/l vor Heparin-MgCk-Präzipitation
y = Mittelwerte der Enzymaktivitäten in U/l nach Heparin-MgC^-Präzipitation
N = Anzahl der untersuchten Plasmen
r = Korrelationskoeffizient
a; b= Konstanten der Regressionsgeraden y = a + bx
FG= Freiheitsgrade
Enzym ohne Behandlung nach Heparin-MgCl2~Präzipitation Friedman-Test
ohne VLDL nach Zugabe nach Zugabe FG = 3 ; *
vonVLDLl von VLDL 2 =7815










































































































































































Enzyme ergab sich eine hochgradige Übereinstimmung
der Meßwerte vor und nach Präzipitation. Der Steigungs-
faktor b der Regressionsgeraden liegt in allen diesen Fäl-
len geringgradig über + l, d. h., es ist ein geringfügiger
Trend zum Anstieg der gemessenen Enzymaktivitäten
nach Polyanionenpräzipitation zu verzeichnen. Dieser
Trend war im M/coxow-Test an verbundenen Stichpro-
ben aber lediglich bei der Aspartat- und Alanin-Amino-
transferase sowie Creatinkinase signifikant. Als Signifi-
kanzniveau wurde bei diesem wie auch beim folgenden
Friedman-Test a = 0,05 festgelegt, da bei der Art der Fra-
gestellung (Aufrechterhaltung der Nullhypothese) ein
großer Fehler 1. Art zugelassen werden mußte. Die
Korrelationskoeffizienten waren bei diesen 7 Enzymen
ausnahmslos größer als + 0,99. Es liegt somit bei diesen
Enzymen eine hervorragende Korrelation der Aktivitäts-
werte vor und nach Lipoproteinpräzipitation vor.
Bei der Bestimmung der sauren Phosphatose an den Fil-
traten nach Heparin-MgCl2-Präzipitation kam es nach
Zusetzen der Plasma-Präparation zum Puffer-Substrat-
Gemisch zur massiven Trübung im Testansatz, wahr-
scheinlich bedingt durch Ausfällung des p-Nitrophenyl-
phosphates. Es konnte lediglich eine inkonstante Restak-
tivität von 0-50% der Ausgangsaktivität gefunden wer-
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Tab. 3. Plasma-Glucose-Konzentrationen ohne Behandlung und nach Heparin-MgCk-Präzipitation ohne und mit VLDL-Zugabe
= Mittelwert der Glucose-Konzentrationen in mg/1 vor Heparin-MgCl2-Präzipitation
y = Mittelwert der Glucose-Konzentrationen in mg/1 nach Heparin-MgCh-Präzipitation
N = Anzahl der untersuchten Plasmen
r = Korrelationskoeffizient
a; b = Konstanten der Regressionsgeraden y = a + bx
FG= Freiheitsgrade
ohne Behandlung nach Heparin-MgCb-Präzipitation
ohne VLDL nach Zugabe nach Zugabe
von VLDL l von VLDL 2






















den. Diese Schwierigkeit trat bei der Bestimmung der alka-
lischen Phosphatase nicht auf. Bei der -Amylase zeigte
sich ebenfalls eine inkonstante Inaktivierung mit Rest-
aktivitäten zwischen 0 und 60%. Diese beiden Enzym-
tests schieden deshalb von der weiteren Untersuchung
aus.
Um in einem Modellversuch den Einfluß hoher Lipopro-
teinkonzentrationen zu klären, wurden bei 15 der oben
genannten Plasmen in zwei weiteren Parallalansätzen
präparierte Lipoproteine (VLDL) in zwei verschiedenen
Konzentrationen zugesetzt, (s. „Behandlung der Plasmen"
unter Methodik).
Im VLDL-Ansatz l kam es nach Hinzufügen der VLDL-
Präparation zu einer deutlichen opaleszenten Trübung
des Plasmas, während im VLDL-Ansatz 2 eine massiv
milchige Trübung durch VLDL-Zugabe erhalten wurde.
Vor Durchführung der Präzipitation wurde das Plasma-
VLDL-Gemisch l Stunde bei Raumtemperatur belassen,
um etwaige kurzfristige Wechselwirkungen zwischen
Plasma und Lipoproteinpräparation abklingen zu lassen.
Auch in den VLDL-Ansätzen 2 (s. Methodik) mit VLDL-
Konzentrationen entsprechend einer Triglyceridkonzen-
tration von über 10.0 g/l war in allen Fällen mit der ange-
gebenen Präzipitationstechnik eine einwandfreie Klärung
des Plasmas zu erzielen. Orientierende Untersuchungen
an Nativplasmen von Patienten mit Hyperlipoproteinä-
mie Typ IV und V mit Triglyceridwerten zwischen 30
und 110g/l zeigten, daß dies auch für extrem hohe
VLDL-Konzentratioften zutrifft. Aus technischen Grün-
den war es allerdings nicht möglich, den Modellversuch
mit so hohen VLDLrKonzentrationen durchzuführen.
Die Ergebnisse des VLDL-Zusatzversuchs sind in Tabelle
2 dargestellt. Die gute Übereinstimmung der Mittelwerte
und die äußerst hohe Korrelation bei allen getesteten
Enzymaktivitäten zeigen, daß es auch bei sehr hohen
Lipoproteinkonzentrationen im Plasma nicht zu einer Be-
einträchtigung dieser Enzymaktivitätsbestimmungen
kommt.
Die genaue statistische Analyse zeigt auch hier eine Ten-
denz zum Aktivitätsanstieg nach der Lipoproteinpräzi-
pitation, die offensichtlich mit steigenden VLDL-Konzen-
trationen zunimmt. Zur statistischen Überprüfung dieses
Sachverhalts bietet sich der Friedman-Test an, da vier
verbundene Stichproben vorliegen. Außer bei der y-Glu-
tamyltranspeptidase ergibt sich in allen Fällen eine deut-
liche statistische Signifikanz des Enzymaktivitätsanstiegs
in Abhängigkeit von der artefiziell erhöhten VLDL-Kon-
zentration. Jedoch auch nach Zusetzen einer sehr hohen
VLDL-Menge entsprechend einer Triglyceridendkonzen-
tration im Plasma von über 10,0g/l übersteigen die gefun-
denen Meßwerte die Ausgangswerte im Nativplasma im
Mittel um nicht mehr als maximal 2-6%.
Um abzuklären, inwieweit dieser Trend durch einen di-
rekten physikochemischen Einfluß der Präzipitations-
technik auf die Enzymaktivitäten als solche bedingt sein
könnte, wurde an 10 weiteren Plasmen der VLDL-Zu-
satzversuch durchgeführt und anstelle der Enzymak-
tivitäten die Plasmäglucose bestimmt. In der hierzu ver-
wendeten VLDL-Suspension selbst war keine Glucose
nachweisbar. Wie aus der Tabelle 3 ersichtlich ist, tritt
auch hier der gleiche Meßwertanstieg nach Präzipitation
in Abhängigkeit von der VLDL-Konzentration im An-
satz auf. Auch dieser Trend war statistisch signifikant.
Es bieten sich unseres Erachtens hierfür zwei Erklärungs-
möglichkeiten an.
1. Es wäre denkbar, daß die Lipoproteinpräzipitation
bedingt durch das relativ große Eigenvolumen der
VLDL-Partikel eine Einengung der Plasmaprobe be-
wirkt.
2. Weiterhin muß die Möglichkeit in Betracht gezogen
werden, daß trotz vorheriger Testung der VLDL-Sus-
pension auf Reinheit bezüglich der getesteten Enzyme
geringe Enzymmengen durch die VLDL-Zugabe in die
Testansätze mit eingebracht worden sind. Dies müßte
dann ebenso für die Plasma-Glucose angenommen
werden.
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Unabhängig von diesen Fragen ist jedoch ein so gering-
fügiger Meßwertanstieg von maximal 2—6% der Gesamt-
aktivität für klinische Belange ohne Bedeutung.
Zusammenfassend kann gesagt werden, daß die spezi-
fische Lipoproteinpräzipitation eine einfache Möglich-
keit bietet, auch in trüben Plasmen hypedipämischer
Patienten ein breites Spektrum klinisch wichtiger Er*·
zyme zuverlässig zu diagnostizieren. Es gab bisher für
dieses Problem keine befriedigenden Lösungen. Versuche
einer Korrektur durch Analysenleerwerte öder Lipidex-
traktionsverfahren (Richterich (5)) kommen bei Enzym^
bestimmungen nicht in Betracht. Eine Beseitigung star-
ker Serumtrübungen wurde durch Zentrifugation in
Kälte (F. W. Schmidt, persönl. Mitt.) versucht. Aber auch
dieses Verfahren ist unbefriedigend, da sicherlich der
größte Anteil der VLDL-Fraktion durch diese Maßnahme
nicht entfernt werden kann. Auch die Aktivierung der
Lipoproteinlipase durch die intravenöse Heparingabe vor
der Blutentnahme zur Klärung des Plasmas (Kattermann,
persönl. Mitt.) ist nach unserer Erfahrung nicht immer er-
folgreich und außerdem umständlich. Das hier geschil-
derte Verfahren wurde in einem Modellversuch erprobt
Praktische Erfahrungen in der klinischen Routinedia-
gnostik müssen rioch gewonnen werden/
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